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识 除 TPX2 基 因 可 以 降低 乳腺 总 干细胞 活性 及 增加 放 字 敏感 性 
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摘要 :目的 人 研究 TPX2 基 因 对 乳腺 癌 干 细胞 活性 及 放疗 敏感 性 的 影响 。 方 法 使 用 蛋白 质 印 迹 法 检测 TPX2 基 因 在 乳腺 癌 细 
胞 及 组 织 中 的 表达 情况 。 使 用 RT-PCR 检 测 TPX2 基 因 在 乳腺 癌 组 织 及 瘤 劳 组 织 中 的 表达 差异 。 使 用 慢 病毒 干扰 载体 建立 稳 
定 低 表达 TPX2 和 蛋白 的 乳腺 癌 细 胞 。 平板 克隆 、MTT 试 验 验 证 TPX2 对 乳腺 癌 细 胞 生长 能 力 的 影响 。 流 式 细 胞 仪 检测 项 除 
TPX2 之 后 对 乳腺 癌 细 胞 凋 亡 比率 的 影响 。 检测 CD44 阳 性 细胞 比例 、 肿 瘤 球形 成 能 力 以 及 侧 群 细胞 比例 , 验证 敲 除 TPX2 之 
后 对 乳腺 癌 干 细胞 活性 有 影响。 结果 TPX2 基 因 在 乳腺 癌 组 织 及 细胞 中 表达 水 平 明显 升 高 (P<0.05)。 敲 除 TPX2 之 后 , 可 以 使 
乳腺 癌 细 胞 生长 能 力 减 弱 并 促进 细胞 凋 亡 。TPX2 敲 除 后 , 可 以 降低 乳腺 癌 干 细胞 活性 及 提高 放疗 敏感 性 。 结论 TPX2 
为 促进 乳腺 癌 细 胞 生长 的 一 个 癌 基 因 , 其 可 通过 提高 乳腺 癌 干 细胞 活性 来 影响 乳腺 癌 细 胞 的 放疗 敏感 性 。 


关键 词 :TPX2; 肿瘤 干细胞 ; 放疗 敏感 性 ; 乳腺 癌 


近年 来 , 随 着 乳腺 外 科 手 术 技 术 和 妇科 肿瘤 学 
的 不 断 发 展 , 乳腺 癌 的 预后 仍 不 容 乐 观 , 目前 常规 手 
术 结 合 放 化 疗 的 综合 治疗 , 其 5 年 生存 率 只 有 54.5%"。 
恶性 乳腺 癌 中 的 一 小 群 乳腺 肿瘤 干细胞 (BTSC) 具 有 
自我 更 新 功能 并 呈现 显著 的 放射 抵抗 性 , 是 放射 抵 
抗 性 的 根源 。CD44+ 作 为 乳腺 肿瘤 干细胞 的 一 个 重 
要 标志 物 , 在 不 同 恶 性 级 别 的 乳腺 癌 中 比例 不 同 ,已 
有 研究 证 实 CD44+ 细 胞 是 放疗 抵抗 的 根源 之 一 2 。 
此 外 , 还 可 以 使 用 肿瘤 球形 成 能 力 以 及 侧 群 细胞 的 
比率 来 衡量 BTSC 的 活性 后 。 

TPX2 是 近年 来 研究 比较 热 的 一 个 基因 , 研究 发 
现 其 在 多 种 恶性 肿瘤 , 如 食管 癌 、 和 肺癌、 乳腺 癌 、 宫 颂 
癌 、 子 宫 内 膜 癌 、 人 脑 胶 质 瘤 、 唾 液 腺 癌 及 卵巢 癌 中 
均 有 高 表达 , 并 且 其 高 表达 与 肿瘤 的 生物 学 行为 密 
切 相 关 , 阻 断 其 表达 可 抑制 肿瘤 细胞 的 生长 "1。 
TPX2 的 下 调 在 许多 肿瘤 细胞 系 中 均 导 致 细胞 凋 亡 性 
死亡 " ,但 是 TPX2 在 乳腺 况 的 表达 情况 、 其 与 BTSC 
及 乳腺 癌 细 胞 的 放疗 敏感 性 关系 , 尚未 充分 明确 。 


1 材料 和 方法 
1.1 细胞 培养 

乳 乳 瘤 细胞 株 及 永生 化 乳腺 上 皮 细 胞 MCF-10A 
购买 至 上 海中 科 院 。 所 有 细胞 使 用 DMEM 培 养 基 ( 含 
10% 胎 牛 血清 ), 放置 于 含 5%CO,; 的 37 的 培养 箱 中 
培养 。 
1.2 实时 荧光 定量 PCR 及 有 蛋白质 印迹 法 试验 

提取 细胞 RNA 使 用 TRIzol 试 剂 法 (Invitrogen)。 
实时 严 光 定量 PCR 的 试剂 盒 (qSYBR-green-containing 
PCR kib) 购 自 上 海 吉 凯 。 
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提取 细胞 蛋白 质 后 , 使 用 和 蛋白质 印 迹 法 检测 相 
关 和 蛋白 在 细胞 中 的 表达 水 平 。TPX2 以 及 GAPDH 抗 
体 购 自 santa cruz。 二 抗 购 自 中 杉 金 桥 。ECL 显 色 发 
光 试 剂 盒 购 自 康 维 世 纪 。 
1.3 细胞 凋 亡 试验 

检测 细胞 凋 亡 试剂 盒 EITC-PI 双 染色 ) 购 自 凯 基 
公司 。 细胞 染色 后 , 使 用 流 式 细胞 仪 检测 相关 凋 亡 
情况 。 
1.4 构建 低 表达 TPX2 基 因 的 乳腺 癌 细 胞 

根据 TPX2 基 因 (NM-1003620) 序 列 , 设计 合成 已 
证 实 能 稳定 沉默 TPX2 基 因 的 片段 (shTPX2)。 使 用 
PCR 技 术 , 将 shTPX2 基 因 片 段 构建 到 慢 病 毒 载体 
(pLK0.1) 中 。 包装 慢 病毒 , 使 用 慢 病 毒 上 清 感染 MCF7 
细胞 。 根 据 绿色 欧 光 蛋白 筛选 出 稳定 感染 的 细胞 。 
1.5 裸 和 鼠 皮 下 成 瘤 实 验 

将 裸 鼠 随机 分 成 4 组 , 每 组 $ 只 。 将 1x10' 个 细胞 
接种 于 裸 鼠 皮下 , 接种 后 5 d, 按 以 下 方式 处 理 : 第 1 组 
为 空白 对 照 组 , 第 2 组 为 单纯 放疗 组 , 第 3 组 为 sh- 
TPX2 组 , 第 4 组 为 放疗 +sh-TPX2 组 。 肿 瘤 体 积 每 3 d 
监测 1 次 。 肿 瘤 体积 使 用 V=r/6( 高 度 x 长 度 x 宽 度 ) 公 
式 计 算 。 
1.6 统计 学 处 理 

使 用 SPSS 13.0 软 件 进行 统计 学 分 析 。 两 组 之 间 
的 差异 使 用 两 独立 样本 1 检验 。 多 组 之 间 的 差异 使 用 
方差 分 析 。P<0.05 为 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 TPX2 在 乳腺 癌 细 胞 和 组 织 中 表达 上 调 

本 人 研究 使 用 蛋白 质 印 迹 法 试验 检测 TPX2 在 一 
系列 乳腺 瘤 细 胞 以 及 永生 化 乳腺 上 皮 细 胞 MCF- 
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10A 表 达 的 差异 。 结 果 提 示 , 乳腺 癌 细 胞 株 中 TPX2 
的 表达 水 平 显 著 高 于 非 癌 细 胞 MCF-10A (图 1, P< 
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图 1 TPX2 在 乳腺 癌 细 胞 和 组 织 中 表达 


0.05)。 实 时 荧光 定量 PCR 试 验 结果 提示 : 与 癌 旁 组 织 
相 比 , 乳腺 癌 组 织 中 TPX2 显 著 升 高 。 
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(fold change) 


Relative expression of TPX2 
Ci 下 a oo 


GAPDH 


乳腺 癌 组 织 瘤 旁 组 织 


A4: 乳 腺 癌 细 胞 株 中 TPX2 的 表达 水 平 显 著 高 于 非 癌 细胞 MCF-10A; B: 乳腺 癌 组 织 中 TPX2 的 表达 水 平 显 著 高 于 癌 旁 组 织 . 


2.2 敲 除 TPX2 可 以 抑制 乳腺 癌 细 胞 增殖 及 促进 凋 亡 
由 于 TPX2 可 能 作为 乳腺 瘤 的 一 个 促 癌 基因 , 本 
研究 验证 敲 除 TPX2 之 后 ,乳腺 癌 MCF-7 细 胞 的 相关 
功能 变化 。 首 先 使 用 慢 病毒 感染 MCF-7 细 胞 , 建立 低 
表达 TPX2 和 蛋白 的 细胞 株 ( 图 2A)。 平板 元 隆 试验 发 
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图 2 敲 除 TPX2 抑 制 乳腺 瘤 细 胞 增殖 及 促进 凋 亡 


现 : 敲 除 TPX2 和 蛋白 后 , MCF-7 细 胞 形成 克隆 的 数目 和 
大 小 较 空 白 对 照 组 明显 减弱 (图 2B, P<0.05)。MTT 试 
验 发 现 敲 除 TPX2 和 蛋白 后 , 细胞 生长 的 速度 明显 减 慢 
(图 2C)。 凋 亡 试验 发 现 敲 除 TPX2 和 蛋白 后 , 可 以 促进 
MCF-7 细 胞 的 凋 亡 (图 2D)。 


130 口 sh-ctl sh-TPx? 


sh-TPX2 


Colony numbers 


sh-TPX2 
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凋 亡 率 : 12.1% 


A4: 蛋白质 印迹 法 验证 敲 除 TPX2 的 效率 ; B: 平 板 克 隆 试 验 提示 敲 除 TPX2 基 因 后 , MCF7 细 胞 形成 克隆 能 力 下 降 ; C: MTT 试 验 提示 敲 除 TPX2 基 因 后 ， 
MCF7 细 胞 生长 能 力 减 弱 ; D:; 凋 亡 试 验 提示 敲 除 TPX2 基 因 后 , MCF7 细 胞 凋 亡 比率 增加 ; *P<0.05. 


2.3 敲 除 TPX2 可 以 减低 乳腺 冶 干 细胞 活性 及 提高 放 
疗 敏 感性 

进一步 研究 TPX2 基 因 是 否 可 以 影响 乳腺 癌 干 
细胞 活性 及 放疗 敏感 性 , 发 现 敲 除 TPX2 基 因 之 后 ， 
MCF7 细 胞 中 CD44+ 细 胞 的 比例 明显 下 降 ( 图 3A)。 同 
时 , MCF7 细 胞 中 侧 群 细胞 的 比例 (图 3B), 以 及 形成 


肿瘤 球 的 能 力 ( 图 3C) 也 是 显著 下 降 的 。 

研究 TPX2 基 因 是 否 可 以 影响 乳腺 癌 细 胞 的 放 
疗 敏感 性 , 结果 发 现 敲 除了 TPX2 基 因 之 后 , MCF7 细 
胞 对 放疗 的 敏感 性 升 高 (图 3D)。 
2.4 体内 试验 

使 用 裸 鼠 皮下 成 瘤 试 验 , 验证 敲 除了 TPX2 基 因 
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之 后 ,乳腺 癌 细 胞 生长 能 力 及 对 放疗 敏感 性 的 变化 
情况 。 结 果 发 现 :TPX2 基 因 敲 除 后 , MCF7 细 胞 皮下 


sh-Ctrl sh-TPX2 


成 瘤 的 能 力 下 降 。 与 对 照相 及 单纯 放疗 组 相 比 , 襄 除 
了 TPX2 基 因 之 后 可 使 放疗 的 敏感 性 增加 (图 4)。 


sh-Ctrl sh-TPX2 


sh=Ctrl sh-TPX2 
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sh-TPX2 
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图 3 熟 除 TPX2 减 低 乳 腺 癌 干 细胞 活性 及 提高 放疗 敏感 性 


ogame 


有 4: 敲 除 TPX2 基 因 后 ,CD44+ 细 胞 的 比例 明显 下 降 ; B: 就 除 TPX2 基 因 后 , MCF7 细 胞 中 侧 群 细胞 比例 下 降 ; C: 敲 除 TPX2 基 因 后 , MCF7 细 胞 形成 肿瘤 球 能 


力 下 降 ; D: 敲 除 TPX2 基 因 后 , MCF7 细 胞 对 放疗 敏感 性 增强 . 


Tumor Volume(mm’) 


图 4 敲 除 TPX2 基 因 增 加 放疗 敏感 性 


4: 和 空白 对 照 组 .sh-TPX2 组 、 放 疗 射线 (4Gy) 单 独 作 用 组 相 比 , 放疗 射线 (4Gy) 联 合 TPX2 敲 除 组 的 成 瘤 速 度 明 显 减 慢 ; B: 和 空 
白 对 照 组 .sh-TPX2 组 、 放 疗 射线 (4Gy) 单 独 作用 组 相 比 , 放疗 射线 (4Gy) 联 合 TPX2 敲 除 组 的 成 瘤 体积 明显 减 小 . 


3 讨论 

肿瘤 干细胞 能 促使 肿瘤 细胞 逃脱 机 体 免 疫 系统 
的 监控 , 从 而 导致 肿瘤 形成 和 无 限 生长 。 肿瘤 干 细胞 
能 够 耐 受 传统 的 细胞 毒化 疗 和 放射 治疗 , 是 肿瘤 复 
发 .转移 及 治疗 耐 受 的 根本 原因 。 肿瘤 干细胞 和 放疗 
抵抗 密切 相关 :肿瘤 干细胞 对 放疗 产生 抵抗 的 原因 
可 以 归结 为 以 下 几 点 :放射 通过 引起 DNA 双 链 断 
裂 和 DNA- 和 蛋白 交 联 , 最 终 导 致 细胞 死亡 。 因 此 
DNA 的 修复 能 力 是 影响 细胞 存活 或 者 死亡 的 重要 因 


素 。 肿 瘤 干 细胞 比 善 通 肿瘤 细胞 具有 更 强 的 DNA 修 
复 能 力 , 所 以 在 相同 的 放 闻 剂量 下 ,能够 更 好 地 存活 。 
细胞 周期 可 影响 细胞 对 放疗 的 敏感 性 。 一般 而 言 ， 
处 于 有 丝 分 裂 期 (M 期 ) 的 细胞 对 放疗 相对 敏感 。 肿 
瘤 干细胞 较 长 时 间 处 于 G0 静 滞 期 , 相对 处 于 休眠 状 
态 , 细胞 周期 的 推进 较为 缓慢 , 这 导致 了 CSC 对 放疗 
的 敏感 性 大 大 降低 。 

乳腺 癌 细 胞 中 存在 一 定 比 例 的 BTSC, 这 类 细胞 
具有 肿瘤 干细胞 活性 。BTSC 可 能 是 乳腺 癌 细 胞 产生 
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放疗 抗 性 的 根本 原因 , 阻 断 BTSC 的 活性 能 够 使 乳腺 
癌 患 者 对 治疗 更 好 的 获 益 。 目前 , 可 以 使 用 CD44 表 
明 抗原 标记 物 , 肿瘤 球形 成 能 力 以 及 侧 群 细胞 的 比 
率 来 衡量 BTSC 的 活性 "。TPX2 基 因 在 很 多 实体 瘙 
里 面 被 普遍 认为 是 一 个 促 瘤 基因 , 比如 : TPX2 重 
白 高 表达 和 晚期 透明 细胞 肾 癌 具有 正 相 关 性 , 是 该 
类 肾 癌 患者 根治 术 后 的 预后 预测 指标 之 一 "”。TPX2 
和 蛋白 高 表达 还 可 以 通过 活化 AKT 信 号 通路 , 从 而 促 
进 肌 质 瘤 细 胞 的 生长 和 侵袭 水 平 "。 在 胃癌 中 , TPX2 
蛋白 可 作为 患者 预后 的 指标 , 其 水 平 升 高 预示 患者 
预后 不 佳 ""。TPX2 还 可 以 促进 肝癌 细胞 的 增殖 , 抑 
制 凋 亡 , 并 通过 上 皮 - 间 充 质 转化 导致 肝癌 细胞 的 侵 
袭 呈 。 但 TPX2 在 乳腺 癌 中 的 表达 情况 及 作用 尚未 充 
分 明确 。 本 研究 发 现 , TPX2 基 因 在 乳腺 瘤 组 织 及 细 
胞 中 的 表达 水 平 都 是 升 高 的 , 其 可 能 作为 一 个 促 交 
基因 。 进 一 步 的 细胞 功能 发 现 , TPX2 基 因 可 以 促进 
乳腺 癌 细 胞 的 生长 能 力 。 而 敲 除 TPX2 基 因 之 后 , 可 
以 促进 细胞 的 凋 亡 。 本 研究 结果 充分 表明 TPX2 可 以 
通过 促进 生长 , 抑制 凋 亡 , 从 而 导致 肿瘤 的 发 生 和 进 
展 。 有 意思 的 是 , 敲 除 TPX2 基 因 之 后 , 还 可 以 使 乳腺 
癌 干 细胞 的 活性 下 调 , 从 而 使 乳腺 癌 细 胞 的 放疗 敏 
感性 增加 。 裸 鼠 体内 试验 结果 与 体外 试验 一 致 , 充分 
肯定 了 TPX2 基 因 可 增加 BTSC 活 性 , 及 导致 乳腺 癌 细 
胞 产生 放疗 抗 性 。 

基于 TPX2 在 乳腺 癌 中 的 重要 作用 , 本 研究 认 
为 : 靶 向 TPX2 基 因 的 治疗 ,有 可 能 为 克服 临床 上 乳腺 
癌 细 胞 的 放疗 抗 性 提供 新 的 治疗 思路 。 
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